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ADPR: Adenosine 5’-diphosphate ribose 
bp：base pair 
DNA：deoxyribonucleic acid 
DEAE : diethylaminoethyl 
DMAT: dimethyl-allyl-tryptophan 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid  
GFP: Green Fluorescent Protein 
GO: gene ontology  
GST : glutathione-S-transferase 
HA: hemagglutinin 
HDAC: Histone Deacetylase 
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HPLC：High performance liquid chromatography 
Hsp: heat shock protein 
IPTG : Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
MALDI-TOF-MS：time of flight mass spectrometry 
MS:  cobalamin-independent methionine synthase 
MS: Mass Spectrometry 
NAD
+
: nicotinamide adenine dinucleotide oxidized form 
NAM: nicotinamide 
NRPS: non-ribosomal peptide synthetase 
ORF：open reading frame 
PAGE：polyacrylamide gel electrophoresis 
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PCA: principal-component analysis 
PCR：polymerase chain reaction 
PEG：polyethylene glycoal 
PKS: polyketide synthase 
PMF: peptide mass fingerprinting 
RNA：ribonucleic acid 
SDS：sodium dodecyl sulfate 
ST: Sterigmatocystin 
TAP: tandem affinity purification 




























2. 糸状菌のサーチュイン  
アセチル化、メチル化、SUMO化によるヒストンの修飾は、遺伝子の発現をグローバ









広く保存され、I から IV および Uの 6つが知られる HDACのクラスのうち、クラス III
に属する(3, 4)。既に機能が判明している Aspergillus nidulansの SirAは、Saccharomyces 
cerevisiae の Sir2p と Hst1p、ヒトの SIRT1 のアイソザイムである。SirA はヒストン H4
の 16番目のリジン残基 (H4K16ac) を脱アセチル化し、二次代謝産物であるペニシリン
やステリグマトシスチンの生合成遺伝子の発現を抑制する (5)。一方、Magnaporthe 
oryzae の SirA アイソザイムである MoSir2 は非ヒストンタンパク質である MoJmjC 
(Cupin-like JmjC domain-containing protein) を脱アセチル化することによって、植物病原
性を制御している(6)。A. nidulansの HstAは Schizosaccharomyce. pombe の Sir2と類似の
ヒストン脱アセチル化酵素であると予想されており、ペニシリンやノルソロリン酸の生








 本研究では、サーチュインによって制御されている A. nidulansの遺伝子発現及び代謝
経路の解明を目指した。（以下非公開） 
 第一章では、サーチュイン E (SirE) の機能解析を行った。第二章では、サーチュイ
ン A (SirA) が二次代謝に与える影響を網羅的かつ経時的に解析した。まず、sirA 遺伝子
が培養後期に発現誘導されることを新たに示した。野生株と sirA 遺伝子の遺伝子破壊












































子嚢菌類の Aspergillus属 (45) やそのモデル生物である Aspergillus nidulans は複数の
二次代謝遺伝子クラスターを有する (46)。A. nidulans の二次代謝産物の代表的なものに
は抗生物質であるペニシリン G (penicillin、PN) (47) や発がん物質であるアフラトキシ
ンの前駆体であるステリグマトシスチン (sterigmatocystin、ST) がある (48)。二次代謝
産物の生産はヒストンのアセチル化やメチル化によって制御されることが知られる。例
えば、A. nidulans HstAはヒストン脱アセチル化能を有すると予想されており、これを
コードする遺伝子とHDACをコードする hdaAおよび hosB遺伝子の三重破壊株では PN
とノルソロリン酸の生合成遺伝子の発現が上昇することが知られる (7)。さらに、S. 
cerevisiae Sir2pのホモログである A. nidulans のサーチュイン A (SirA) が PNと STの生




本章では、A. nidulans の sirA遺伝子破壊株 (SirA) のトランスクリプトーム解析を行
い、SirAが制御する遺伝子群を経時的に解析し、特に二次代謝系遺伝子群の発現量に与
















成量が増減した化合物は ST の他には AUS と DASU のみであったが、培地の種類や状
態、温度などの培養条件を変化させることによって、他の二次代謝産物の生産量にも影













Aspergillus nidulans A26 株 (biA1) (Fungal Genetic Stock Center、University of Missouri、
Columbia、MO、USA) と SirAΔ株 (biA1、argB2、sirA::argB) (5) の分生子 2 × 108 個
を 500 mL容フラスコに入れた 200 mLの GMM (22) に播種し、120 rpm、30ºCで培養し
た。固体 GMM には 1.5%の寒天を加えた。定量リアルタイム PCR に供する菌体の培養
はプレートにセロファンメンブレンを敷き、二次代謝産物の解析に供する菌体の培養は
直接固体培地に分生子 1 × 106 個をスプレッターで播種した後、37°Cで培養した。培地





 A26 株および SirAΔ 株を 200 mLの液体 GMMを用いて 24、48および 72 時間培養し
た。その後、全 RNA を RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen、Hilden、Germany) を用いて精製
した。トランスクリプトームをカスタム合成した A. nidulans GeneChipを用いて解析し
た(49)。(49) に示された方法に従い、各培養時間で培養した A26 と SirAΔ の遺伝子の
発現比を signal log2 ratioとして算出した。なお、得られた数値はGene Expression Omnibus 
(GEO) に accession number: GSE85319 として公表した。3点の培養時間中 1 点以上で 2
倍以上上方または下方制御された遺伝子を、その発現パターンに従って k-平均法を用い
て 3つのセットに分類した (50)。セットの数は主成分解析 (51) により決定した。各遺




 A26 株および SirAΔ 株を液体 GMM または固体 GMM で 4～5 日間培養した。液体培
養して得られた培養物 20 mLと固体培養して得られた培養物 30 cm2 に 20 mLの酢酸
エチルを加え、12 時間振盪した。酢酸エチル画分を回収し、第一章 1-2-10 に示した方
法で HPLCによる解析を行った。質量スペクトルは LCMS-8030 instrument (Shimadzu、
Kyoto、Japan) を用いて測定した。測定条件は以下の通りである。: Capillary 電圧 4.5 kV、 
検出範囲 m/z 50 - 600、 脱溶媒管の温度 250ºC、 ヒートブロックの温度 400 ºC、 ネブ
ライザーの窒素ガスの流速 3 L/min、ドライガスの流速 15 L/min。イオン源の極性はポ
ジティブモードまたはネガティブモードに設定した。クロマトグラフィーの条件は
HPLCと同じ条件 (第一章 1-2-10) を用いた。 
 
2-2-4. 定量リアルタイム PCR.  
A26 株および SirAΔ 株を液体培養で 48時間、固体培養で 24 時間培養した後、前述の






2-3. 結果  
2-3-1. SirA は一次代謝および二次代謝に関連する遺伝子群の発現を制御する 
SirAは液体、固体培養時のどちらにおいても、培養後期に多くの遺伝子の発現を上昇
させた (Fig. 2-1A)。SirAが A. nidulansの転写に与えるグローバルな影響について調べ
るため、sirA 遺伝子破壊株 (SirAΔ 株) と A26 株を液体 GMM で培養し、転写産物の経
時変化を GeneChip (49) を用いた DNAマイクロアレイを用いて解析し、signal log2 ratio
を算出した。その結果、有意な発現シグナルが検出された遺伝子数は 9,336だった (Table 
S2-1)。これは GeneChipでカバーされた遺伝子の 87%であった。 このうち、1点以上の
培養時間で A26 株に比べ SirAΔ 株で 2 倍以上発現が上方または下方制御された遺伝子
数は 3,393 (36%) であった。各培養時間に発現が変化した遺伝子数は Table2-2 に示す。
主成分分析とk-平均法でこれらの遺伝子を発現の経時変化に基づき3つのセットに分類
した (Table S2-1)。セット 1には 1,434遺伝子 (42%) が分類された。このセットは培養
48 時間に SirAΔ 株で発現が抑制された遺伝子群であった (Fig. 2-1B)。セット 2 とセッ
ト 3はそれぞれ 455 遺伝子 (13%) および 1,504 (44%) 遺伝子を含み、これらは培養後
期 (培養開始後 48 時間および 72 時間) に SirAΔ において発現が上昇した遺伝子群で
あった (Fig. 2-1C および D)。セット 2に分類された遺伝子群の SirAΔ株での発現量は
A26 株のそれに比べ培養後期に上昇していたが、セット 3 の遺伝子群は培養開始後 48
時間に発現が上昇し、同 72時間に減少していた。 
AspGD データベース (http://www.aspgd.org/) においてアノテーションされた情報を
元に、得られたトランスクリプトームの Gene ontology (GO) 解析を行ったところ、セッ
ト 1には “Biological Process” カテゴリーのうち、 “single-organism” (P < 8 × 10-3) の GO 
term にアノテーションされる遺伝子が有意な数濃縮されていた。この GO term には 
“arginine biosynthetic process” (P = 7 × 10-4)、“oxoacid metabolic process” (P = 2 × 10-3)、
“pyruvate metabolic process” (P = 5 × 10-3) および “cellular amino acid metabolic process” 
(P = 7 × 10
-3
) などが含まれていた (Table2-3)。これらの分類項目は炭素源 (グルコース) 
やアミノ酸の代謝に関与する遺伝子が含まれており、このことから SirA は定常期にお
いて、一次代謝に関連する遺伝子群の転写を促進すると考えられた。 
セット 2 には“secondary metabolite biosynthetic process” (P < 7 × 10-7) や“secondary 
metabolic process” (P < 2 × 10-5) の GO termを持つ遺伝子が濃縮されていた。後者の GO 
term には二次代謝産物の生合成遺伝子が 32 含まれていた。これらは ST、PN、キサン
トン およびシャムキサントン (xanthone および shamixanthone 、XPT)、糸状菌シデロ
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ホア (siderophore、SID)、エメリセラミド (emericellamide 、EAS)、オースチノールお
よびデヒドロオースチノール ( austinolおよび dehydroaustinol、AUS/DAUS)、アスペル
ニジン A ( aspernidine A 、ASP)、シコリン (cichorine 、CIC)、ent-pimara-8(14),15-diene 
(EPD) (52)、芳香族アミノ酸、フミキナゾリン C、麦角アルカロイド、未知ポリケチド
の生合成遺伝子であった (Table S2-2)。また、“monodictyphenone metabolic process” (P < 1 
× 10
-5
) や “monodictyphenone biosynthetic process”  (P < 1 × 10-5) の GO termを持つ遺伝
子もセット 2に濃縮されていた。A. nidulans の二次代謝産物の一つであるモノジクチフ
ェノン (monodictyphenone 、MDP) の生合成遺伝子は mdp 遺伝子クラスターを形成す
ることが知られる (53)。セット 3 には “Molecular Function” カテゴリーのうち、 
“oxidoreductase activity” (P = 6 × 10-6) の GO term を持つ遺伝子が濃縮されていた 
(Table2-3)。セット 3には二次代謝に関連するGO termは見られなかったが、このGO term
には“secondary metabolic process” の GO termを持つ 21の遺伝子と、二次代謝遺伝子ク
ラスター内やその近隣に位置する 7つの cytochrome P450 (予測も含む) が含まれていた 




2-3-2. SirA は二次代謝系遺伝子クラスターを制御する 
セット 2 とセット 3 には二次代謝に関連する 85 の遺伝子が含まれていた (Table 
S2-2)。このうち、73 の遺伝子は 25 の既知または Ingli らによって予測された二次代謝
遺伝子クラスター(45)に所属していた(Table S2-3)。Figure 2-2A と Bにこれらの遺伝子
クラスターをヒートマップとして示した。培養後期 (培養開始後 48または 72 時間) の
SirAΔ 株は A26 株と比べ、14 の遺伝子クラスターにおいて検出された遺伝子の 50%以
上がその発現を 2倍以上上昇させていた (Fig. 2-2A)。これらには ST、PN、EAS、XPT、
MDP、SID、citreoisocoumarin、6,8-dihydroxy-3-(4-hydroxy -3-oxopentyl)-isocoumarin およ
び alternariol (COU/ALT)、および 6-hydroxy-7-methyl-3- nonylisoquinoline-5,8-dione (HMN) 
(55) の生合成遺伝子クラスターがあり、SirA がこれらの遺伝子クラスターの発現を抑
制することが示された。ST と PN の生合成遺伝子クラスターを発現抑制したことは、
SirA がプロモーター領域のヒストンの脱アセチル化によってそれらの生合成遺伝子を
抑制するという報告と一致した (5)。また、SirAΔ 株では A26株と比べ、二次代謝産物
の生合成に関与すると予測される非リボソームペプチド合成酵素  (non-ribosomal 
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peptide synthetases、NRPS) の遺伝子クラスター (AN2924、AN8105、AN11820 および
AN4827 遺伝子クラスター) や、 ポリケチド合成酵素 (polyketide synthases、PKS) の遺
伝子クラスター (AN9005 および AN1784 遺伝子クラスター) において、検出された遺
伝子の 50%以上がその発現を 2倍以上上昇させていた (Fig. 2-2A)。これらの結果から、
SirAはこれらの遺伝子クラスターの発現を抑制することが示された。  
 
2-3-3. SirA によって制御される他の二次代謝系遺伝子クラスター  
セット 2 とセット 3 内で、SirAΔ株で A26 株と比べでクラスターを構成する遺伝子
の発現が上昇した二次代謝遺伝子クラスターがある一方、二次代謝に関与する 10 の遺
伝子クラスターでは、含まれる遺伝子の半数以上の発現が有意に上昇していなかった。 
(Fig. 2-2B)。これには、AUS/DAUS、オルシノールおよび F9775 (orcinols および F9775、
ORS/F9775) 、 ASP 、 CIC 、 microperfuranone (MIC) 、 EPD 、
2,4-dihydroxy-6-[(3E,5E,7E)-2-oxonona-3,5,7-trienyl] benzaldehyde (DOTB) (55) 、
2-ethyl-4,6-dihydroxy-3,5-dimethylbenzaldehyde (EDD) (55)、フェルタミド B (fellutamide B、




は、それぞれが構成する遺伝子の半数以上の発現が SirAΔ 株では A26 株と比べ 2 倍以
上減少していたことから、SirAがこれらの遺伝子クラスターに含まれる遺伝子群の転写
を促進することが示された。また、セット 1にも GO term “secondary metabolic process”
にアノテーションされる遺伝子が 52 あった(Table S2-4)。このうち、9 つの遺伝子が 6
つの二次代謝遺伝子に所属していた。これらはニジュラリン A ( nidulalin A 、NID)、テ
レキノン (terrequinone 、TDI) の生合成遺伝子クラスター、NRPS 遺伝子クラスター
(AN0016、AN5318 および AN9226 遺伝子クラスター)、そして PKS 遺伝子クラスター 
(AN6431 遺伝子クラスター) であった (Fig. 2-2C)。TDI、AN5318 および AN9226 遺伝








2-3-4. SirA はステリグマトシスチンとオースチノールの生産を制御する 
液体 GMMで 4日間または 5日間培養した SirAΔ株と A26株の二次代謝産物を HPLC
で解析した。SirAΔ株は A26 株と比べ 1.5または 1.4倍の STを生産した (Fig. 2-3)。ST
の保持時間は標品の ST と同様であった。この結果は SirAが ST の生産量を抑制すると
いう報告と一致した (5)。固体 GMM で 4日間または 5日間培養した場合も液体培養と
同様に、SirAΔ株は A26株と比べ 1.7または 1.2倍の ST を生産した (Fig. 2-3)。これと
一致して、ST 生合成に関わる aflR、stcJ および stcU の発現量は、SirAΔ 株で A26 株と
比べ増加していた (Fig. 2-4)。この結果から、SirAは液体培養時だけでなく固体培養時
にも ST の生合成を遺伝子発現のレベルで抑制することが示された。 
LC-MSで解析したところ、保持時間12.1 分に検出された化合物はm/z = 459.1、481.1、
および 497.1であり、AUS (分子量 = 458.50、C25H30O8) の[M+H]
+、[M+Na]+および[M+K]+
の質量に一致した (57)。また、保持時間 12.6 分に検出された化合物は m/z = 457.2 およ
び 495.2であり、DAUS (分子量= 456.49、C25H28O8) の [M + H]
+
 および [M+K]+ の質量
に一致した (57)。これらの吸収極大はそれぞれ 246 nmと 234 nmであったことと考え
合わせ、これらの化合物が AUSと DAUSであることが明らかとなった (58)。液体培養
4日目の SirAΔ株の培養物では、A26株に比べてAUSとDAUSの蓄積量がそれぞれ 30%
と 19%であった。また、これらの蓄積は SirAΔ 株でも A26 株でも培養 5 日目には消失
した。これはカビによって AUSと DAUSが消費された可能性を示している。この結果
はマイクロアレイ解析で明らかになった SirA株における AUS および DAUS 生合成遺
伝子の発現の減少 (Fig. 2-2B) や、SirA株では A26 株よりも ausA 遺伝子 (AUS と




1.3倍の AUSと DASUが生産された (Fig.2-3)。定量リアルタイム PCRによって、固体
培養時には SirA株では株に比べて倍の ausA 遺伝子の発現が検出された (Fig. 










代謝も含むグローバルな遺伝子の発現を制御し、特に培養後期に Fig. 2-2A 示した二次
代謝系遺伝子クラスターの発現を制御することが判明した。さらに、SirAは培地条件に
応答して ausA 遺伝子の発現を制御し、AUSと DAUS の生合成を調節することが新たに
示された。液体培養または固体培養の違いが二次代謝遺伝子の発現に影響することはよ














見は、S. cerevisiae のサーチュインである Sir2p と Hst1p が対数増殖期の終盤に解糖系の
遺伝子の発現を抑制し、代謝の移行を促進するという報告とは逆の結果であった (36)。
しかし、第一章ではサーチュイン E (SirE) が定常期に一次代謝関連遺伝子を抑制する







は培養開始後 72 時間まで増大していたこと (Fig. 2-1A) や、sirA の遺伝子破壊が培養
開始後 72 時間の菌体のヒストンのアセチル化を増大させたこと (5) から判断して、





の NAD+濃度が定常期に SirA や SirE を活性化する可能性を考えた。実際、酵母や哺乳
類では貧栄養下で細胞内の NAD+濃度が上昇する (60, 61)。しかし、先行研究で A. 
nidulansを液体培養した場合、細胞内の NAD+の加水分解酵素である Nudix hydrolase A
が少なくとも培養開始後 72 時間までは細胞内の NAD+濃度を維持することが明らかと
なっているため (5)、この仮説は否定された。即ち、SirAや SirEを定常期に活性化させ
る要因は細胞内の NAD+濃度ではないと考えられた。sirA遺伝子 (Fig. 2-1A)の転写量が
定常期や培養後期に上昇したことは、これらのサーチュインの細胞内の活性の制御は転




























Table 2-1. Primers included in quantitative PCR analyses. 
Primer Nucleotide sequence Target gene 
ausA RT F 5'- ACAGACCGAGAGCCAAAGAG-3' ausA 
ausA RT R 5'- GTGCGTGTGGTAGCAAAGAG-3'  
aflR RT F 5'-CTGCCTTGCGAGTATATGGTTTC-3' aflR 
aflR RT R 5'-TTGGTGATGGTGCTGTCTTG-3'  
stcJ RT F 5'- AGCCAATACCGGACACG-3' stcJ 
stcJ RT R 5'-TGTAGTGTGGACTTGCCGC -3'  
stcU RT F 5'-CATTTCCATTCAAGCCGATGT-3' stcU 
stcU RT R 5'-CCAGGTATCCGAAGTGCTCAA-3'  
actA RT F 5'-GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG-3' actA 





Table 2-2. Numbers of genes up- or down-regulated for ≥ 2-fold in SirA. 
 24 h 48 h 72 h 
Up 533 1, 429 266 





Table 2-3. Gene ontology terms enriched among regulated genes in SirAΔ 




Gene number  
/ total gene 
number† 
P value 




















Single-organism metabolic process 
Single-organism process 
Response to organic substance 
Organic acid metabolic process 
Cellular response to organic substance 
Single-organism biosynthetic process 
Carboxylic acid metabolic process 
Small molecule biosynthetic process 
Arginine biosynthetic process 
Small molecule metabolic process 
Oxoacid metabolic process 
Response to chemical 
Carbohydrate derivative metabolic process 
Pyruvate metabolic process 
Aminoglycan metabolic process 
Amino sugar metabolic process 
Cellular amino acid metabolic process 























































    










Secondary metabolite biosynthetic process 
Monodictyphenone metabolic process 
Monodictyphenone biosynthetic process 
Secondary metabolic process 
Phenol-containing compound biosynthetic process 
Benzene-containing compound metabolic process 
Phenol-containing compound metabolic process 

























   
Set 3 (1504 genes)  
Biological process 












*Ratio of numbers of genes with each GO term versus total numbers of genes found in the gene 
sets. 









Table 2-5. Expression of genes encoding extracellular hydrolases and involved in conidiophore 






Table 2-6. Expression of genes involved in the primary metabolisms in the stationary growth 






















FIGURE 2-1. Sets of differentially expressed genes.  
(A) PCR quantified sirA transcript. Strain A26 was cultured in liquid () and solid agar 
( ) GMM medium. Relative values to actA transcript at 24 h were taken as 1. (B – D) 
Three sets of genes were grouped using k-means clustering. Expression profiles of 
genes in sets 1 to 3. Signal log ratios (log2 SirAΔ/A26) are shown in y axis; cultivation 





FIGURE 2-2. Transcriptome analysis of A. nidulans SM genes. 
Aspergillus nidulans A26 and SirAΔ were cultured in liquid GMM medium at 30°C for 24, 48 and 72 h. 
Heat maps show signal log2 ratios between SirAΔ and A26 transcripts of genes detected by microarray 
analysis. Heat maps for SM gene clusters involve genes grouped in sets 2 and 3 (A and B), and SM genes 
grouped into set 1 (C). A and B, Heat maps for SM gene clusters in which > 50% of the genes were 
up-regulated ≥ 2 fold (A) and were not up-regulated (B) in SirAΔ cultures incubated for 48 or 72 h. (D) 
Numbers of SM cluster genes that are up- or down-regulated for ≥ 2-fold in SirA Gene clusters are 
represented by their products and by representative genes when their products were not 
identified.Abbreviations: ASP, aspernidine A; AUS, austinol; DAUS, dehydroaustinol; CIC, cichorine; 
COU/ALT, citreoisocoumarin, 6, 8-dihydroxy-3-(4-hydroxy-3-oxopentyl)-isocoumarin and alternariol; 
DOTB, 2, 4-dihydroxy-6-[(3E, 5E, 7E)-2-oxonona-3, 5, 7-trienyl] benzaldehyde; EAS, emericellamide; 
EDD, 2-ethyl-4, 6-dihydroxy-3, 5-dimethyl benzaldehyde; EPD, ent-pimara-8(14), 15-diene; INP, 
fellutamide B; MDP, monodictyphenone; MIC, microperfuranone HMN, 6-hydroxy-7-methyl-3- 
nonylisoquinoline-5, 8-dione; NID, nidulalin A; ORS/F9775, orcinol and F9775; PN, penicillin G; SID, 
fungal siderophore; ST, sterigmatocystin; TDI, terrequinone; XPT, xanthone and shamixanthone. Table 




FIGURE 2-3. Amounts of SM produced by A. nidulans determined by HPLC.  
Solid lines, extracts of A. nidulans A26; broken lines, SirAΔ cultured in both liquid and 
solid GMM for four and five days. Numbers 1, 2 and 3 represent austinol, 





FIGURE 2-4. Amounts of transcripts of genes for producing sterigmatocystin, austinol 
and dehydroaustinol of SirA determine by real-time PCR.  
SirAΔ and A26 were cultured in liquid GMM medium for 48 (unfilled bars) and solid 
GMM medium for 24 h (filled bars). Values are relative to those of A26. ausA, gene for 
synthesizing austinol and dehydroaustinol; aflR, regulatory gene in cluster for 
synthesizing sterigmatocystin; stcJ and stcU, genes involved in sterigmatocystin 






























1.  村上英也 麹学, (財)日本醸造協会（1986）  
2.  Michan, S., and Sinclair, D. (2007) Sirtuins in mammals: insights into their biological 
function. Biochem. J. 404, 1–13 
3.  Imai, S., Armstrong, C. M., Kaeberlein, M., and Guarente, L. (2000) Transcriptional 
silencing and longevity protein Sir2 is an NAD-dependent histone deacetylase. Nature. 
403, 795–800 
4.  Landry, J., Sutton, A., Tafrov, S. T., Heller, R. C., Stebbins, J., Pillus, L., and Sternglanz, 
R. (2000) The silencing protein SIR2 and its homologs are NAD-dependent protein 
deacetylases. Proc. Natl. Acad. Sci. 97, 5807–5811 
5.  Shimizu, M., Masuo, S., Fujita, T., Doi, Y., Kamimura, Y., and Takaya, N. (2012) 
Hydrolase controls cellular NAD, sirtuin, and secondary metabolites. Mol. Cell. Biol. 32, 
3743–3755 
6.  Fernandez, J., Marroquin-Guzman, M., Nandakumar, R., Shijo, S., Cornwell, K. M., Li, 
G., and Wilson, R. A. (2014) Plant defence suppression is mediated by a fungal sirtuin 
during rice infection by Magnaporthe oryzae. Mol. Microbiol. 94, 70–88 
7.  Shwab, E. K., Bok, J. W., Tribus, M., Galehr, J., Graessle, S., and Keller, N. P. (2007) 
Histone deacetylase activity regulates chemical diversity in Aspergillus. Eukaryot. Cell. 
6, 1656–1664 
8.  Kawauchi, M., Nishiura, M., and Iwashita, K. (2013) Fungus-specific sirtuin HstD 
coordinates secondary metabolism and development through control of LaeA. Eukaryot. 
Cell. 12, 1087–1096 
9.  Kawauchi, M., and Iwashita, K. (2014) Functional analysis of histone deacetylase and its 
role in stress response, drug resistance and solid-state cultivation in Aspergillus oryzae. J. 
Biosci. Bioeng. 118, 172–176 
10.  Szilágyi, M., Kwon, N. J., Dorogi, C., Pócsi, I., Yu, J. H., and Emri, T. (2010) The 
extracellular β-1,3-endoglucanase EngA is involved in autolysis of Aspergillus nidulans. 
J. Appl. Microbiol. 109, 1498–1508 
11.  Yamazaki, H., Yamazaki, D., Takaya, N., Takagi, M., Ohta, A., and Horiuchi, H. (2007) 
A chitinase gene, chiB, involved in the autolytic process of Aspergillus nidulans. Curr. 
Genet. 51, 89–98 
12.  Kim, S., Matsuo, I., Ajisaka, K., Nakajima, H., and Kitamoto, K. (2002) Cloning and 
characterization of the nagA gene that encodes beta-n-acetylglucosaminidase from 
Aspergillus nidulans and its expression in Aspergillus oryzae. Biosci. Biotechnol. 
Biochem. 66, 2168–2175 
13.  Emri, T., Molnár, Z., Szilágyi, M., and Pócsi, I. (2008) Regulation of autolysis in 
33 
 
Aspergillus nidulans. Appl. Biochem. Biotechnol. 151, 211–220 
14.  White, S., McIntyre, M., Berry, D. R., and McNeil, B. (2002) The autolysis of industrial 
filamentous fungi. Crit. Rev. Biotechnol. 22, 1–14 
15.  Kim, Y., Islam, N., Moss, B. J., Nandakumar, M. P., and Marten, M. R. (2011) 
Autophagy induced by rapamycin and carbon-starvation have distinct proteome profiles 
in Aspergillus nidulans. Biotechnol. Bioeng. 108, 2705–2715 
16.  Szilágyi, M., Miskei, M., Karányi, Z., Lenkey, B., Pócsi, I., and Emri, T. (2013) 
Transcriptome changes initiated by carbon starvation in Aspergillus nidulans. 
Microbiology. 159, 176–190 
17.  de Vries, R. P., and Visser, J. (2001) Aspergillus enzymes involved in degradation of 
plant cell wall polysaccharides. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65, 497–522 
18.  Shroff, R. A., O’Connor, S. M., Hynes, M. J., Lockington, R. A., and Kelly, J. M. (1997) 
Null alleles of creA, the regulator of carbon catabolite repression in Aspergillus nidulans. 
Fungal Genet. Biol. 22, 28–38 
19.  Espeso, E. A., and Peñalva, M. A. (1992) Carbon catabolite repression can account for 
the temporal pattern of expression of a penicillin biosynthetic gene in Aspergillus 
nidulans. Mol. Microbiol. 6, 1457–65 
20.  Ruijter, G. J., and Visser, J. (1997) Carbon repression in Aspergilli. FEMS Microbiol. 
Lett. 151, 103–114 
21.  van der Veen, P., Ruijter, J. G. G., and Visser, J. (1995) An extreme creA mutation in 
Aspergillus nidulans has severe effects on D-glucose utilization. Microbiology. 141, 
2301–2306 
22.  Takasaki, K., Shoun, H., Yamaguchi, M., Takeo, K., Nakamura, A., Hoshino, T., and 
Takaya, N. (2004) Fungal Ammonia Fermentation, a Novel Metabolic Mechanism That 
Couples the Dissimilatory and Assimilatory Pathways of Both Nitrate and Ethanol. J. 
Biol. Chem. 279, 12414–12420 
23.  Shimizu, M., Fujii, T., Masuo, S., Fujita, K., and Takaya, N. (2009) Proteomic analysis 
of Aspergillus nidulans cultured under hypoxic conditions. Proteomics. 9, 7–19 
24.  Lee, I., Oh, J.-H., Keats Shwab, E., Dagenais, T. R. T., Andes, D., and Keller, N. P. 
(2009) HdaA, a class 2 histone deacetylase of Aspergillus fumigatus, affects germination 
and secondary metabolite production. Fungal Genet. Biol. 46, 782–790 
25.  LAEMMLI, U. K. (1970) Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the 
Head of Bacteriophage T4. Nature. 227, 680–685 
26.  Al-Nasiry, S., Geusens, N., Hanssens, M., Luyten, C., and Pijnenborg, R. (2007) The use 
of Alamar Blue assay for quantitative analysis of viability, migration and invasion of 
choriocarcinoma cells. Hum. Reprod. 22, 1304–9 
34 
 
27.  Yanai, K., Takaya, N., Kojima, N., Horiuchi, H., Ohta, A., and Takagi, M. (1992) 
Purification of two chitinases from Rhizopus oligosporus and isolation and sequencing of 
the encodind genes. J. Bacteriol. 174, 7398–7406 
28.  Saikia, R., Singh, B. P., Kumar, R., and Arora, D. K. (2005) Detection of 
pathogenesis-related proteins – chitinase and β -1 , 3-glucanase. Curr. Sci. 89, 659–663 
29.  Li, B., and Dewey, C. N. (2011) RSEM: accurate transcript quantification from 
RNA-Seq data with or without a reference genome. BMC Bioinformatics. 12, 323 
30.  Bernreiter, A., Ramon, A., Fernández-Martínez, J., Berger, H., Araújo-Bazan, L., Espeso, 
E. A., Pachlinger, R., Gallmetzer, A., Anderl, I., Scazzocchio, C., and Strauss, J. (2007) 
Nuclear export of the transcription factor NirA is a regulatory checkpoint for nitrate 
induction in Aspergillus nidulans. Mol. Cell. Biol. 27, 791–802 
31.  Zhou, S., Narukami, T., Nameki, M., Ozawa, T., Kamimura, Y., Hoshino, T., and 
Takaya, N. (2012) Heme-Biosynthetic Porphobilinogen Deaminase Protects Aspergillus 
nidulans from Nitrosative Stress. Appl. Environ. Microbiol. 78, 103–109 
32.  Frye, R. (2000) Phylogenetic classification of prokaryotic and eukaryotic Sir2-like 
proteins. Biochem. Biophys. Res. Commun. 273, 793–798 
33.  Emri, T., Molnár, Z., Pusztahelyi, T., and Pócsi, I. (2004) Physiological and 
morphological changes in autolyzing Aspergillus nidulans cultures. Folia Microbiol. 
(Praha). 49, 277–284 
34.  Saykhedkar, S., Ray, A., Ayoubi-Canaan, P., Hartson, S. D., Prade, R., and Mort, A. J. 
(2012) A time course analysis of the extracellular proteome of Aspergillus nidulans 
growing on sorghum stover. Biotechnol. Biofuels. 5, 52 
35.  de Groot, P. W. J., Brandt, B. W., Horiuchi, H., Ram, A. F. J., de Koster, C. G., and Klis, 
F. M. (2009) Comprehensive genomic analysis of cell wall genes in Aspergillus nidulans. 
Fungal Genet. Biol. 46, S72–S81 
36.  Li, M., Valsakumar, V., Poorey, K., Bekiranov, S., and Smith, J. S. (2013) Genome-wide 
analysis of functional sirtuin chromatin targets in yeast. Genome Biol. 14, R48 
37.  Palmer, J. M., and Keller, N. P. (2010) Secondary metabolism in fungi: does 
chromosomal location matter? Curr. Opin. Microbiol. 13, 431–436 
38.  Lockington, R. A., and Kelly, J. M. (2002) The WD40-repeat protein CreC interacts with 
and stabilizes the deubiquitinating enzyme CreB in vivo in Aspergillus nidulans. Mol. 
Microbiol. 43, 1173–82 
39.  Boase, N. A., and Kelly, J. M. (2004) A role for creD, a carbon catabolite repression 
gene from Aspergillus nidulans, in ubiquitination. Mol. Microbiol. 53, 929–940 
40.  Vienken, K. (2005) The Zn(II)2Cys6 Putative Aspergillus nidulans Transcription Factor 
Repressor of Sexual Development Inhibits Sexual Development Under Low-Carbon 
35 
 
Conditions and in Submersed Culture. Genetics. 169, 619–630 
41.  Luo, J., Nikolaev, A. Y., Imai, S., Chen, D., Su, F., Shiloh, A., Guarente, L., and Gu, W. 
(2001) Negative control of p53 by Sir2alpha promotes cell survival under stress. Cell. 
107, 137–148 
42.  Yang, B., Miller, A., and Kirchmaier, A. L. (2008) HST3/HST4-dependent 
Deacetylation of Lysine 56 of Histone H3 in Silent Chromatin. Mol. Biol. Cell. 19, 
4993–5005 
43.  Yu, J.-H., and Keller, N. (2005) Regulation of secondary metabolism in filamentous 
fungi. Annu. Rev. Phytopathol. 43, 437–58 
44.  Khaldi, N., Seifuddin, F. T., Turner, G., Haft, D., Nierman, W. C., Wolfe, K. H., and 
Fedorova, N. D. (2010) SMURF: Genomic mapping of fungal secondary metabolite 
clusters. Fungal Genet. Biol. 47, 736–41 
45.  Inglis, D. O., Binkley, J., Skrzypek, M. S., Arnaud, M. B., Cerqueira, G. C., Shah, P., 
Wymore, F., Wortman, J. R., and Sherlock, G. (2013) Comprehensive annotation of 
secondary metabolite biosynthetic genes and gene clusters of Aspergillus nidulans, A. 
fumigatus, A. niger and A. oryzae. BMC Microbiol. 13, 91 
46.  Nielsen, M. L., Nielsen, J. B., Rank, C., Klejnstrup, M. L., Holm, D. K., Brogaard, K. H., 
Hansen, B. G., Frisvad, J. C., Larsen, T. O., and Mortensen, U. H. (2011) A 
genome-wide polyketide synthase deletion library uncovers novel genetic links to 
polyketides and meroterpenoids in Aspergillus nidulans. FEMS Microbiol. Lett. 321, 
157–66 
47.  MacCabe, A. P., Riach, M. B., Unkles, S. E., and Kinghorn, J. R. (1990) The Aspergillus 
nidulans npeA locus consists of three contiguous genes required for penicillin 
biosynthesis. EMBO J. 9, 279–87 
48.  Gacek, A., and Strauss, J. (2012) The chromatin code of fungal secondary metabolite 
gene clusters. Appl. Microbiol. Biotechnol. 95, 1389–1404 
49.  Masuo, S., Terabayashi, Y., Shimizu, M., Fujii, T., Kitazume, T., and Takaya, N. (2010) 
Global gene expression analysis of Aspergillus nidulans reveals metabolic shift and 
transcription suppression under hypoxia. Mol. Genet. Genomics. 284, 415–424 
50.  Soukas, A., Cohen, P., Socci, N. D., and Friedman, J. M. (2000) Leptin-specific patterns 
of gene expression in white adipose tissue. Genes Dev. 14, 963–80 
51.  van den Berg, R. A., Hoefsloot, H. C. J., Westerhuis, J. A., Smilde, A. K., and van der 
Werf, M. J. (2006) Centering, scaling, and transformations: improving the biological 
information content of metabolomics data. BMC Genomics. 7, 142 
52.  Andersen, M. R., Nielsen, J. B., Klitgaard, A., Petersen, L. M., Zachariasen, M., Hansen, 
T. J., Blicher, L. H., Gotfredsen, C. H., Larsen, T. O., Nielsen, K. F., and Mortensen, U. 
36 
 
H. (2013) Accurate prediction of secondary metabolite gene clusters in filamentous fungi. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 110, E99-107 
53.  Chiang, Y.-M., Szewczyk, E., Davidson, A. D., Entwistle, R., Keller, N. P., Wang, C. C. 
C., and Oakley, B. R. (2010) Characterization of the Aspergillus nidulans 
Monodictyphenone Gene Cluster. Appl. Environ. Microbiol. 76, 2067–2074 
54.  Kelly, D. E., Krasevec, N., Mullins, J., and Nelson, D. R. (2009) The CYPome 
(Cytochrome P450 complement) of Aspergillus nidulans. Fungal Genet. Biol. 46 Suppl 
1, S53–S61 
55.  Ahuja, M., and Chiang, Y. (2012) Illuminating the diversity of aromatic polyketide 
synthases in Aspergillus nidulans. J. Am. Chem. Soc. 134, 8212–8221 
56.  Yeh, H.-H., Ahuja, M., Chiang, Y.-M., Oakley, C. E., Moore, S., Yoon, O., Hajovsky, 
H., Bok, J.-W., Keller, N. P., Wang, C. C. C., and Oakley, B. R. (2016) Resistance 
Gene-Guided Genome Mining: Serial Promoter Exchanges in Aspergillus nidulans 
Reveal the Biosynthetic Pathway for Fellutamide B, a Proteasome Inhibitor. ACS Chem. 
Biol. 11, 2275–2284 
57.  Lo, H.-C., Entwistle, R., Guo, C.-J., Ahuja, M., Szewczyk, E., Hung, J.-H., Chiang, 
Y.-M., Oakley, B. R., and Wang, C. C. C. (2012) Two Separate Gene Clusters Encode 
the Biosynthetic Pathway for the Meroterpenoids Austinol and Dehydroaustinol in 
Aspergillus nidulans. J. Am. Chem. Soc. 134, 4709–4720 
58.  Bok, J. W., Chiang, Y.-M., Szewczyk, E., Reyes-Dominguez, Y., Davidson, A. D., 
Sanchez, J. F., Lo, H.-C., Watanabe, K., Strauss, J., Oakley, B. R., Wang, C. C. C., and 
Keller, N. P. (2009) Chromatin-level regulation of biosynthetic gene clusters. Nat. Chem. 
Biol. 5, 462–4 
59.  Bedalov, A., Hirao, M., Posakony, J., Nelson, M., and Simon, J. A. (2003) 
NAD+-Dependent Deacetylase Hst1p Controls Biosynthesis and Cellular NAD+ Levels 
in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 23, 7044–7054 
60.  Haigis, M. C., and Guarente, L. P. (2006) Mammalian sirtuins--emerging roles in 
physiology, aging, and calorie restriction. Genes Dev. 20, 2913–2921 
61.  Kato, M., and Lin, S.-J. (2014) Regulation of NAD+ metabolism, signaling and 
compartmentalization in the yeast Saccharomyces cerevisiae. DNA Repair (Amst). 23, 
49–58 
62.  Nemoto, S., Fergusson, M. M., and Finkel, T. (2004) Nutrient availability regulates 
SIRT1 through a forkhead-dependent pathway. Science. 306, 2105–8 
63.  Vaquero, A., Scher, M., Lee, D., Erdjument-Bromage, H., Tempst, P., and Reinberg, D. 
(2004) Human SirT1 Interacts with Histone H1 and Promotes Formation of Facultative 
Heterochromatin. Mol. Cell. 16, 93–105 
37 
 
64.  Haigis, M. C., Mostoslavsky, R., Haigis, K. M., Fahie, K., Christodoulou, D. C., Murphy, 
A. J., Valenzuela, D. M., Yancopoulos, G. D., Karow, M., Blander, G., Wolberger, C., 
Prolla, T. A., Weindruch, R., Alt, F. W., and Guarente, L. (2006) SIRT4 inhibits 
glutamate dehydrogenase and opposes the effects of calorie restriction in pancreatic beta 
cells. Cell. 126, 941–54 
65.  Du, J., Zhou, Y., Su, X., Yu, J. J., Khan, S., Jiang, H., Kim, J., Woo, J., Kim, J. H., Choi, 
B. H., He, B., Chen, W., Zhang, S., Cerione, R. A., Auwerx, J., Hao, Q., and Lin, H. 
(2011) Sirt5 is a NAD-dependent protein lysine demalonylase and desuccinylase. 
Science. 334, 806–809 
66.  Smedsgaard, J. (1997) Micro-scale extraction procedure for standardized screening of 
fungal metabolite production in cultures. J. Chromatogr. A. 760, 264–70 
67.  Asai, T., Morita, S., Shirata, N., Taniguchi, T., Monde, K., Sakurai, H., Ozeki, T., and 
Oshima, Y. (2012) Structural diversity of new C13-polyketides produced by 
Chaetomium mollipilium cultivated in the presence of a NAD(+)-dependent histone 
deacetylase inhibitor. Org. Lett. 14, 5456–9 
68.  Asai, T., Otsuki, S., Sakurai, H., Yamashita, K., Ozeki, T., and Oshima, Y. (2013) 
Benzophenones from an endophytic fungus, Graphiopsis chlorocephala, from Paeonia 
lactiflora cultivated in the presence of an NAD+-dependent HDAC inhibitor. Org. Lett. 
15, 2058–61 
69.  Reinhardt, A. (1998) Using neural networks for prediction of the subcellular location of 
proteins. Nucleic Acids Res. 26, 2230–2236 
70.  Michishita, E. (2005) Evolutionarily Conserved and Nonconserved Cellular 
Localizations and Functions of Human SIRT Proteins. Mol. Biol. Cell. 16, 4623–4635 
71.  Feldman, J. L., Dittenhafer-Reed, K. E., and Denu, J. M. (2012) Sirtuin catalysis and 
regulation. J. Biol. Chem. 287, 42419–42427 
72.  Wilson, J. M., Le, V. Q., Zimmerman, C., Marmorstein, R., and Pillus, L. (2006) 
Nuclear export modulates the cytoplasmic Sir2 homologue Hst2. EMBO Rep. 7, 
1247–1251 
73.  Vaquero, A. (2006) SirT2 is a histone deacetylase with preference for histone H4 Lys 16 
during mitosis. Genes Dev. 20, 1256–1261 
74.  Smeal, T., Claus, J., Kennedy, B., Cole, F., and Guarente, L. (1996) Loss of 
transcriptional silencing causes sterility in old mother cells of S. cerevisiae. Cell. 84, 
633–42 
75.  Tiang, C.-L., He, Y., and Pawlowski, W. P. (2012) Chromosome Organization and 
Dynamics during Interphase, Mitosis, and Meiosis in Plants. PLANT Physiol. 158, 26–34 
 
